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Systémová sklerodermie (SSc) je vzácné, chronické systémové onemocnění pojiva 
postihující kůži, pohybové ústrojí a vnitřní orgány. Název tohoto onemocnění je odvozen z 
řeckých slov „scleros“ a „derma“ – tuhá kůže a byl prvně použit Gintracem v roce 1847. První 
zmínka o tuhé kůži, na které nelze vytvořit řasu, však pochází již od Hippokrata asi 400 let př. 
n. l (Gabrielli A et al. 2009). Pro SSc je typická heterogenita multisystémových klinických 
manifestací a variabilní, nepředvídatelný průběh. Dochází k postižení kůže, srdce, tepen, plic, 
gastrointestinálního traktu, ledvin a sexuálních funkcí. Mezi hlavní patologické procesy 
v patogenezi SSc patří autoimunita a zánět, vaskulopatie a fibróza (Abraham DJ, Varga J 
2005). Všechny klíčové procesy jsou vzájemně propojeny, což odlišuje SSc od jiných 
systémových onemocnění pojiva a fibrotizujících onemocnění. Pacienty se SSc běžně 
klasifikujeme podle typu kožního postižení na dva základní podtypy - limitovanou (lcSSc, 
limited cutaneous SSc) a difúzní formu (dcSSc, diffuse cutaneous SSc). Pro difúzní formu je 
typická rapidní progrese fibrózy kůže, plic a dalších vnitřních orgánů, zatímco u limitované 
SSc dominují cévní manifestace a fibróza kůže a orgánů je obecně limitovaná a progreduje 
pomalu (LeRoy EC, Medsger TA, Jr. 2001). I když se kvalita života a délka přežití pacientů 
se SSc v posledních letech stále zlepšuje, hlavně díky pokroku v léčbě orgánových 
manifestací a komplikací, SSc pořád zůstává nevyléčitelnou nemocí. Difúzní forma SSc sebou 
nese nejvyšší riziko úmrtí ze všech systémových onemocnění pojiva s délkou přežití 10 let 
v 49 % (Czirjak L et al. 2008). Mezi nejčastější příčiny úmrtí u pacientů se SSc v současné 
době patří plicní fibróza (35 %), plicní arteriální hypertenze (26 %), srdeční selhání a arytmie 
(26 %). Sklerodermická renální krize ztratila své dominantní postavení mezi příčinami 
mortality se začátkem používání ACE inhibitorů (Tyndall AJ et al. 2010). 
Etiologie SSc je neznámá. Při vzniku tohoto onemocnění se mohou uplatnit genetické 
i vnější faktory a významnou roli zde mají humorální a imunologické děje. Bylo popsáno 
několik genů, které mohou být asociovány s predispozicí ke vzniku SSc, ale etiologii SSc 
nelze vysvětlit jen na základě genetických faktorů. Konkordance u dvojčat je jen 5%, ale 
prevalence SSc v rodinách (1,6 %) je několikrát vyšší než v běžné populaci (0,003 - 0,03 %) a 
pozitivní rodinná anamnéza pořád zůstává nejsilnějším rizikovým faktorem pro rozvoj SSc 
(Feghali-Bostwick C et al. 2003). Asociace mezi vnějšími vlivy (např. profesní expozice, viry 
a bakterie) a rozvojem SSc byly dostatečně zkoumány, ale role těchto faktorů není dosud 
uspokojivě objasněna. Nejsilnější důkazy existují pro sloučeniny křemíku a organická 
rozpouštědla, avšak jejich podíl na všech případech SSc je jen minimální (Mora GF 2009). 
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V patogenezi SSc dominují tři navzájem se prolínající patologické procesy: i) 
poškození endotelu a obliterující vaskulopatie cévních lůžek, ii) zánět a autoimunita a iii) 
progresivní fibróza (Varga J, Abraham D 2007). Vaskulární poškození je nejčasnějším a 
pravděpodobně i primárním procesem v patogenezi SSc a je histopatologicky prokazatelné 
před rozvojem fibrózy a objevením se prvního klinického příznaku, kterým obvykle bývá 
Raynaudův fenomén. K dalším manifestacím vaskulopatie u SSc patří teleangiektázie, typické 
změny na kapilárách nehtového lůžka, trofické defekty, plicní arteriální hypertenze, antrální 
vaskulární ektázie a renální krize s maligní hypertenzí (Kahaleh MB et al. 1979). V 
patogenezi SSc má význam jak vrozená tak získaná imunita. V postižených tkáních lze 
histopatologicky prokázat perivaskulární infiltráty (zejména T a B lymfocyty, makrofágy a 
žírné buňky), které přispívají k rozvoji SSc sekrecí různých profibrotických cytokinů a 
chemokinů a produkcí autoprotilátek (Artlett CM 2005). Fibróza bývá často dominantním 
rysem SSc a postihuje jak kůži, tak vnitřní orgány - zejména plíce, srdce a gastrointestinální 
trakt. Dochází k postupnému nahrazení funkční tkáně postižených orgánů kolagenními vlákny 
a dalšími složkami extracelulární matrix (ECM), což vede ke ztrátě jejich funkce a selhávání 
(Varga J, Abraham D 2007). 
 
1.1. Tkáňová fibróza u systémové sklerodermie 
Tkáňová fibróza obecně je konečným běžným patologickým důsledkem řady chronických 
zánětlivých onemocnění a představuje rostoucí globální problém ve zdravotní péči, jenž dle 
recentních statistik přispívá až k 45 % všech úmrtí celosvětově (Wynn TA, Ramalingam TR 
2012). Ke zvýšené produkci ECM dochází za fyziologických podmínek při hojení ran. Na 
rozdíl od tohoto sebelimitujícího procesu dochází v hypertrofické jizevnaté tkáni, při 
chronické zánětlivé stimulaci a v lézích pacientů se SSc k perzistentní zesílené fibrogenezi 
s nadbytečnou perivaskulární a intersticiální akumulací ECM (Varga J, Abraham D 2007).  
1.1.1. Patogeneze fibrózy 
Fibroblasty jsou hlavním efektorem fibrogeneze. Fibroblasty izolované z 
postižené kůže nebo plic pacientů se SSc mají abnormální, aktivovaný fenotyp, který je 
signál-independentní a přetrvává po několik pasáží in vitro (LeRoy EC 1974). Pro aktivovaný 
fenotyp je typická nadměrná produkce složek ECM, konstitutivní sekrece cytokinů a 
chemokinů a zvýšená exprese membránových receptorů vážících profibrotické mediátory. 
ECM představuje komplexní směs proteinů uspořádaných do organizované struktury, mezi 
které patří hlavně kolageny, proteoglykany, fibriliny, fibronektin, malé proteoglykany bohaté 
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na leucin a adhezní molekuly (Pannu J, Trojanowska M 2004). SSc fibroblasty jsou rovněž 
relativně rezistentní vůči apoptóze a je u nich zvýšena exprese faktorů s antiapoptotickým 
účinkem Bcl2 (B-cell lymphoma 2) a Akt (PKB, proteinkináza B). U SSc fibroblastů také 
častěji dochází k transdiferenciaci v myofibroblasty (aktivované fibroblasty) obsahující α-
smooth muscle actin (α-SMA) – centrální komponentu cytoplazmatického kontraktilního 
aparátu buněk podobných hladkému svalu. Za fyziologických podmínek hrají myofibroblasty 
hlavní roli v procesu hojení ran prostřednictvím její kontrakce, syntézy kolagenů a dalších 
složek EMC a sekrece profibrotických mediátorů. Zdrojem pro myofibroblasty jsou kromě 
rezidentních intersticiálních fibroblastů podléhajících procesu transdiferenciace také pericyty, 
progenitory z kostní dřeně a buňky epitelu, které podléhají za patologických podmínek, 
jakými jsou tumorigeneze a renální a plicní fibróza, epiteliálně-mezenchymální tranzici 
(EMT) (Varga J, Abraham D 2007). Většiny charakteristik aktivovaných SSc fibroblastů lze 
dosáhnout pomocí stimulace transformujícím růstovým faktorem beta (TGF-β). Zvýšená 
exprese receptorů pro TGF-β na povrchu SSc fibroblastů a alterovaný poměr receptorů I. a II. 
typu vede k robustní odpovědi na TGF-β ligand (Pannu J, Trojanowska M 2004). K dosažení 
kompletního fenotypu SSc fibroblastů však samotné TGF-β nestačí a předpokládá se účast 
epigenetických modifikací, alterace signálních cest integrinů z prostředí okolní ECM a 
mezibuněčné kontakty s dalšími buněčnými typy včetně destiček, buněk zánětlivého infiltrátu, 
endotelu a epitelu (Varga J, Abraham D 2007). 
Mezi hlavní mediátory fibrózy u SSc patří TGF-β, jenž je produkován jako latentní 
komplex četnými buňkami včetně destiček, monocytů/makrofágů, T lymfocytů a fibroblastů. 
Proces aktivace TGF-β je regulován interakcí s fibrilinem a dalšími složkami ECM včetně 
integrinů, trombospondinů, THY-1 (CD 90, Cluster of Differentiation 90) a plasminu. 
V buňkách mezenchymu podporuje TGF-β syntézu kolagenu, proliferaci, migraci, adhezi a 
transdiferenciaci buněk v myofibroblasty (Varga J, Abraham D 2007). Po navázání aktivního 
TGF-β na TGF-β receptor II. typu (TGFβRII) dochází k heterodimerizaci a aktivaci 
transmembránové serin-treoninové kinázy TGF-β receptoru I. typu (TGFβRI). Ten následně 
aktivuje klasickou Smad-dependentní TGF-β signální transdukci (obr. 1) i Smad-
nedependentní signální cesty (obr. 2). Mezi cílové geny Smad-dependentní signální kaskády 
patří kolagen typu I, inhibitor aktivátoru plasminogenu-1 (PAI-1), α-SMA, CTGF a Smad7. U 
SSc fibroblastů byla prokázána deregulace procesů aktivace a inhibice Smad proteinů (Pannu 
J, Trojanowska M 2004; Massague J, Gomis RR 2006). 
Mezi další mediátory fibrogeneze u SSc patří CTGF (tkáňový pojivový růstový faktor) 
a PDGF (růstový faktor z destiček). CTGF je členem rodiny Cyr61/CTGF/NOV (CCN) 
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matricelulárních růstových faktorů, které spojují buněčný povrch s ECM, kontrolují 
mezibuněčná spojení a migraci buněk, modulují aktivitu TGF-β a dalších cytokinů a regulují 
buněčnou diferenciaci, proliferaci, apoptózu a syntézu ECM (Leask A, Abraham DJ 2006). 
TGF-β a ET-1 (endothelin-1) indukují expresi CTGF a ten je rovněž efektorem TGF-β 
v stimulaci produkce ECM (Krieg T et al. 2007).  
Dalším mediátorem fibrózy u SSc je PDGF. PDGF je potentním mitogenem a 
chemoatraktantem fibroblastů, nepřímo indukuje produkci kolagenu, fibronektinu a 
proteoglykanů a zvyšuje sekreci profibrotických cytokinů TGF-β, MCP-1 (monocyte 
chemotactic protein-1) a IL-6 (Varga J, Abraham D 2007). PDGF je uvolňován aktivovanými 
destičkami, makrofágy a buňkami endotelu, jejichž alterované funkce a počet přispívají ke 
zvýšené expresi PDGF ve tkáních SSc pacientů. Dalším aktivátorem PDGF jsou stimulující 
autoprotilátky proti PDGF receptorům, které přes aktivaci intracelulární kaskády Ha-Ras-
ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases) a produkci kyslíkových radikálů vedou 
k aktivaci fibroblastů. Tento mechanismus je důkazem propojení procesů autoimunity a 
fibrózy v patogenezi SSc, které společně s vaskulopatií vedou k rozvoji a progresi této nemoci 
(Baroni SS et al. 2006). 
 
1.1.2. Současné možnosti ovlivnění tkáňové fibrózy u systémové sklerodermie 
Jelikož dosud neexistuje univerzální účinná léčba SSc, farmakologická terapie tohoto 
onemocnění je pouze orgánově specifická a symptomatická. Vzhledem ke skutečnosti, že 
mezi hlavní patogenetické mechanizmy u SSc patří aktivace imunitního systému a 
abnormality buněčné i humorální imunity vedoucí k produkci autoprotilátek a profibrotických 
cytokinů, je u pacientů s aktivní dcSSc a/nebo zánětlivým postižením (jako např. artritida, 
myozitida, myokarditida a alveolitida v rámci intersticiálního plicního postižení) odborníky 
doporučována systémová léčba imunosupresivními preparáty. V časné fázi dcSSc je zvýšené 
riziko rychlého rozvoje orgánového postižení a cílem imunosupresivní léčby je snaha o 
zpomalení progrese a zmírnění závažnosti orgánového postižení a následných komplikací. Ze 
všech klinických projevů SSc má však kožní postižení historicky nejmenší odpověď na 
protizánětlivou anebo imunosupresivní léčbu v dosud prováděných kontrolovaných 
klinických hodnoceních (Kowal-Bielecka O et al. 2016).  
I proto recentně aktualizovaná doporučení Evropské ligy proti revmatismu (EULAR) 
pro léčbu SSc vzhledem k obecnému nedostatku důkazů v podobě kvalitních 
randomizovaných kontrolovaných studií (RCT) odkazuje při ovlivnění kožní fibrózy u 
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pacientů s časnou dcSSc a s intersticiálním plicním postižením (ILD) pouze na tři léčebné 
modality:  
i) metotrexát (MTX), u kterého byl ve dvou RCT demonstrován trend ke zlepšení kožního 
skóre (hodnoceno pomocí modifikovaného Rodnanova kožního skóre (mRSS);  
ii) cyklofosfamid (CYC), u kterého byla ve dvou RCT demonstrována stabilizace plicních 
funkcí a zmírnění kožního postižení;  
iii) autologní transplantace kmenových buněk (HSCT), založena na důkazech ze dvou RCT, 
ve kterých bylo demonstrováno významné zlepšení mRSS a plicních funkcí (nikoliv však 
DLCO) ve srovnání s CYC a lepší dlouhodobé přežití bez nežádoucích událostí u HSCT 
(Kowal-Bielecka O et al. 2016).  
K dalším v revmatologii běžně užívaným imunosupresivním preparátům, konvenčním 
syntetickým chorobu modifikujícím lékům (csDMARDs, jako např. mykofenolát mofetil 
(MMF) nebo azatioprin (AZA)) a biologickým DMARDs (bDMARDs, jako např. rituximab 
(RTX), tocilizumab (TCZ), abatacept (ABA) a TNF-α inhibitory) a jejich účinnosti u kožního 
postižení a ILD u dcSSc se panel expertů EULARu vzhledem k nedostatku kvalitních důkazů 
nevyjadřuje (Kowal-Bielecka O et al. 2016). V klinické praxi se však můžeme často setkat s 
použitím i těchto preparátů. U MMF prokázaly reanalýzy ze dvou RCT srovnatelné zmírnění 
mRSS a stabilizaci plicních funkcí jako u CYC (Namas R et al. 2017; Volkmann ER et al. 
2017). U RTX byl v jedné malé RCT a v zatím největší observační studii případů a kontrol 
z registru EUSTAR (European Scleroderma Trials and Research group) prokázán významný 
pokles mRSS a stabilizace plicních funkcí u aktivní ILD (Jordan S et al. 2015; McQueen FM, 
Solanki K 2015). Právě probíhá velká RCT s RTX iniciovaná společností EUSTAR, jejíž 
výsledky nabídnou větší evidenci o účinnosti RTX. U inhibitorů TNF-alfa neexistuje dostatek 
důkazů o účinném ovlivnění kožního postižení u SSc a jejich podávání v této indikaci není 
odborníky doporučováno i vzhledem k možné progresi ILD (Nagaraja V et al. 2015). Inhibitor 
stimulace T lymfocytů ABA byl zkoumán v jedné malé RCT s výsledným trendem ke 
zlepšení mRSS a výsledky právě probíhající další RCT zatím nebyly uveřejněny (Chakravarty 
EF et al. 2015). Příznivé, klinicky významné, ale statisticky nevýznamné, zlepšení mRSS a 
plicních funkcí demonstrovala první RCT fáze II s TCZ (Khanna D et al. 2016), ale 
definitivní závěry a doporučení lze dělat až po potvrzení těchto výsledků v probíhající RCT 
fáze III. Další možností ovlivnění kožního postižení zejména u pacientů s aktivní rychle 
progredující dcSSc, neodpovídajících na konvenční imunosupresivní léčbu, je podávání 
intravenózních globulinů (IVIG). Mechanismus účinku IVIG je dosud neznámý, ale většina 
studií demonstrovala příznivé účinky na postižení kůže – data však pocházejí ze série případů, 
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otevřených hodnocení jednotlivých center anebo z jedné větší retrospektivní multicentrické 
studie (Sanges S et al. 2017). 
V poslední dekádě jsme byli svědky exponenciálního růstu počtu publikací v oblasti 
bazálního, preklinického i klinického výzkumu u SSc, která byla ještě před nedávnem řazena 
mezi tzv. orphan diseases. Nové poznatky v patogenezi SSc přinesly i řadu potenciálních cílů 
terapie. Pro preklinické testování nových antifibrotických terapií jsou běžně používány in 
vitro experimenty na tkáňových nebo buněčných kulturách anebo in vivo experimenty za 
pomoci zvířecích experimentálních modelů SSc. Přehled nejčastěji používaných 
experimentálních modelů SSc, jejich výhody a nevýhody, strategii volby vhodného modelu a 
jejich přínos ke stavu poznání a možnostem léčby SSc nabízí první přiložená publikace. Zde 
je však na místě uvést několik kandidátních molekul antifibrotické terapie, které úspěšně 
prošly zmíněným preklinickým testováním a vstoupily již do klinické fáze hodnocení u 
pacientů se SSc v tzv. proof-of-concept studies (Bruni C et al. 2017):  
i) imatinib mesylát (inhibitor tyrosinkináz PDGFR, c-Abl, c-Kit) – po prvních slibných 
výsledcích otevřeného klinického hodnocení se zlepšením mRSS a FVC přišly negativní 
výsledky u 2 RCT v podobě neúčinnosti a častých nežádoucích účinků;  
ii) dasatinib (inhibitor tyrosinkináz Bcr-Abl, Src) – byla již ukončena RCT u SSc-ILD a jsou 
očekávány její výsledky;  
iii) nilotinib (inhibitor tyrosinkinázy Bcr-Abl, 10-30x potentnější než imatinib) – v otevřeném 
nekontrolovaném hodnocení u časné dcSSc byl demonstrován pokles mRSS, ale i trend 
poklesu FVC a DLCO; 
iv) nintedanib (inhibitor tyrosinkináz FGFR, VEGFR, Src) – byl již schválen na základě 2 
RCT pro léčbu idiopatické plicní fibrózy (IPF) a nyní je hodnocen u SSc-ILD ve velké RCT 
fáze III; 
v) antagonista receptoru typu 1 pro kyselinu lysofosfatidovou (LPAR1) – byl hodnocen 
v malé RCT u časné dcSSc, kde byl demonstrován trend ke snížení mRSS; 
vi) fresolimumab (monoklonální protilátka inhibující všechny isoformy TGF-β) – byl 
hodnocen v malé otevřené studii u časné dcSSc, kde bylo demonstrováno snížení mRSS; 
vii) pirfenidon (inhibitor TGF-β s ne zcela objasněným mechanismem účinku) – byl již 
schválen pro léčbu IPF a byl hodnocen v malé otevřené randomizované studii fáze II u SSc-
ILD jako bezpečný preparát s výhledem dalšího hodnocení ve fázi III; 
viii) pomalidomid (analog thalidomidu druhé generace) – kontrolovaná studie fáze II u SSc 
hodnotící jeho bezpečnost byla ukončena pro pomalý nábor pacientů; 
 9 
ix) rapamycin (makrolidové antibiotikum s imunosupresivními účinky) – studie fáze I-II u 
dcSSc prokázala srovnatelné snížení mRSS a stabilizaci FVC ve srovnání s MTX; 
x) pan-PPAR agonista (agonista Perixisome proliferator activated receptor, jenž má 
antifibrotické účinky) – již bylo zahájena RCT fáze II u dcSSc hodnotící bezpečnost a 
účinnost; 
xi) riociguat (stimulátor solubilní guanylátcyklázy (sGC), která má vazodilatační a 
antifibrotické účinky) – byl již schválen pro léčbu idiopatické plicní arteriální hypertenze a 
v současnosti jsou zkoumány jeho antifibrotické účinky ve velké RCT u časné dcSSc; 
xii) tergurid (antagonista serotoninových receptorů 5-HT2A a 5-HT2B, které jsou mediátorem 
profibrotické osy serotoninu) – plánováno zahájení RCT u dcSSc (Bruni C et al. 2017). 
 
1.2. Zkoumané potenciální cíle antifibrotické terapie u systémové sklerodermie 
 
1.2.1. Heat shock protein 90 (Hsp90) 
Proteiny tepelného šoku (Hsps) jsou rodinou molekulárních chaperonů, které byly objeveny 
v buňkách slinných žláz Drosophily a pojmenovány na základě skutečnosti, že jejich exprese 
po expozici vysoké teplotě vzrůstá.  V eukaryotických buňkách však dochází k indukci jejich 
syntézy i vlivem jiných stresových situací, např. nízké teploty, přítomnosti virové infekce, 
změn pH, intracelulárního prostředí, expozici UV záření, hladovění, imobilitě, nadměrné 
fyzické zátěži, ale i během hojení a remodelace tkání (Hartl FU 1996). Hsps dělíme podle své 
molekulární hmotnosti na Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 a malé Hsp. Hsps selektivně 
rozpoznávají a vážou nesprávně sbalené proteinové klienty, které posléze stabilizují ve 
správné prostorové konformaci, čímž je chrání před degradací v proteozomech (Buchner J 
1996). Předchozí práce prokázaly, že Hsp90 je nezbytný pro stabilizaci mnoha receptorů 
(např. EGFR, TGF- receptor II. typu), protein-kináz (např. NF-κB, ERK, PI3K, IKK, 
Bcr/Abl, Src) a transkripčních faktorů, které regulují řadu biologických procesů důležitých 
pro růst a přežití nádorových buněk, ale i pro regulaci tkáňové fibrózy (TGF- receptor a Src 
kinázy) (Calderwood SK et al. 2006; Koga F et al. 2006; Wrighton KH et al. 2008). Četné 
práce demonstrovaly, že Hsp90 podporuje angiogenezi, invazivní růst nádorů, tvorbu 
metastáz a inhibuje apoptózu nádorových buněk. Zvýšená exprese Hsp90 byla detekována u 
řady solidních tumorů a lymfoproliferativních onemocnění a signalizuje špatnou prognózu, 
horší odpověď na terapii a zkrácené přežití (Calderwood SK et al. 2006). Recentnější práce 
demonstrovaly, že se Hsp90 podílí i na prezentaci antigenu a aktivaci vrozené imunitní 
odpovědi (Nardai G et al. 2006). Zvýšená exprese Hsp90 byla popsána i u některých 
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revmatických onemocnění, např. v mononukleárních buňkách periferní krve (PBMC) pacientů 
s vyšší aktivitou systémového lupus erythematodes (SLE) (Shukla HD, Pitha PM 2012), ve 
svalové tkáni pacientů s idiopatickými zánětlivými myopatiemi (IZM) (De Paepe B et al. 
2009; De Paepe B, De Bleecker JL 2013) a v plazmě pacientů s IZM a se spondyloartritidou 
(SpA) (nepublikovaná data naší pracovní skupiny). 
 
1.2.2. S100A4 
S100A4 (znám také jako metastasin-1, calvasculin, pEL, p9Ka, FspI, CAPL) je kalcium 
vážící protein, který byl původně izolován u myší jako protein tvořený metastatickými 
buňkami adenokarcinomu mléčné žlázy (Ebralidze A et al. 1989). Vazba kalcia vede ke 
strukturálním změnám umožňujícím navázání cílové molekuly a regulaci různých 
biologických procesů. V intracelulárním prostředí se podílí na regulaci buněčné proliferace, 
apoptózy, motility a remodelace ECM (Donato R 2001). S100A4 uvolněný 
do extracelulárního prostředí má vlastnosti podobné cytokinům, které v určitých případech 
uplatňuje prostřednictvím receptoru RAGE (receptor for advanced glycation end-products) 
(Huttunen HJ et al. 2000). Četné studie prokázaly zvýšení exprese S100A4 u různých 
nádorových onemocnění a přímou souvislost s frekvencí tvorby metastáz a zvýšenou 
mortalitou pacientů (např. u nemalobuněčného karcinomu plic, karcinomu prostaty, 
močového měchýře, duktálního adenokarcinomu pankreatu, kolorektálního karcinomu) 
(Mishra SK et al. 2012). V posledních letech se objevuje mnoho prací, které dávají S100A4 
do souvislosti s četnými nenádorovými onemocněními, např. tkáňová fibróza, regenerace 
poškozených neuronů a rohovky, psoriáza i zánětlivá revmatická onemocnění. Společným 
jmenovatelem většiny zmíněných onemocnění jsou fibrotické a zánětlivé procesy, tj. procesy 
závislé na remodelaci tkání, buněčné motilitě a epiteliálně-mezenchymální tranzici (EMT) 
(Schneider M et al. 2008). S100A4 byl popsán jako mediátor renální fibrózy, jaterní fibrózy a 
primární biliární cirhózy, idiopatické plicní fibrózy a fibrózy myokardu (Zeisberg M et al. 
2003; Lawson WE et al. 2005; Schneider M et al. 2007; Zeisberg EM et al. 2007; Zeisberg M 
et al. 2007). U revmatoidní artritidy (RA) S100A4 podněcuje patologickou remodelaci 
artritických kloubů, zvyšuje expresi matrixmetaloproteináz a je zvýšeně produkován v místě 
zánětu synoviálními fibroblasty, zánětlivými buňkami i chondrocyty. Navíc byla prokázána 
jeho zvýšená exprese jak v synoviální tkáni a synoviální tekutině, tak i v plazmě pacientů 
s RA (Senolt L et al. 2006; Klingelhofer J et al. 2007). Zvýšená exprese S100A4 byla také 
prokázána v zánětem postižené svalové tkání pacientů s IZM, kde působí pravděpodobně jako 
faktor podobný cytokinům, který podporuje postižení svalových vláken prostřednictvím 
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stimulace produkce prozánětlivých cytokinů mononukleárními buňkami (Cerezo LA et al. 
2011). 
 
1.2.3. Tribbles homologue 3 (Trb3) 
Tribbles homologue 3 (Trb3, známý i jako TRIB3, NIPK a SKIP3) je nejmladším členem 
rodiny molekul Tribbles, které jsou savčími homology Drosophila Tribbles. Jedná se o 
skupinu pseudokináz, tj. proteinů, které sice obsahují doménu podobnou serin/treoninové 
proteinkináze, ale chybí jim vazebné místo pro ATP (adenosintrifosfát) a katalytická rezidua. 
Proto Trb3 nereguluje expresi cílových genů přímo, ale prostřednictvím protein-proteinových 
interakcí s několika klíčovými proteinkinázami (např. Akt, Smad3) a transkripčními faktory 
(např. ATF4, CHOP a NF-κB). Tímto mechanismem je zapojen do regulace zásadních 
biologických procesů, jako jsou buněčná smrt a diferenciace, zánět a degradace proteinů, 
glukózový a lipidový metabolismus a diferenciace adipocytů (Ord T, Ord T 2017). Velká 
pozornost byla věnována Trb3 u nádorových onemocnění. Zvýšená exprese Trb3 byla 
nalezena u pacientů s kolorektálním karcinomem a jeho exprese korelovala s celkovou 
špatnou prognózou (Miyoshi N et al. 2009). Exprese Trb3 na mRNA úrovni (na rozdíl od 
proteinové úrovně) korelovala se špatnou prognózou u pacientů s karcinomem prsu a 
s nemalobuněčným karcinomem plic (Wennemers M et al. 2011; Zhou H et al. 2013). Další 
práce dokumentovala, že zvýšená exprese Trb3 potencuje angiogenezi u pacientů 
s karcinomem žaludku (Dong S et al. 2016). Recentnější práce demonstrovaly zvýšenou 
expresi Trb3 u renální a kardiální fibrózy u zvířecích experimentálních modelů diabetu 2. 
typu. U potkaního modelu s diabetickou kardiomyopatií bylo prokázáno, že inhibice Trb3 
vedla k potlačení zánětu a kardiální fibrózy prostřednictvím úpravy úrovně fosforylace Akt a 
snížením fosforylace ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase) (Ti Y et al. 2011). 
V podobné práci u inzulin-rezistentních potkanů byla detekována zvýšená exprese Trb3 a jeho 
utlumení pomocí siRNA redukovalo renální fibrózu současně se sníženou fosforylací ERK  
(Ding WY et al. 2014).  Zvýšená exprese Trb3 byla rovněž nalezena v chondrocytech 
pacientů s osteoartrózou a vedla k utlumení fosforylace Akt a ke snížení přežívání 
chondrocytů a redukci syntézy proteoglykanů (Cravero JD et al. 2009). 
 
1.2.4. Interleukin (IL)-35 
Interleukin (IL)-35 je nejnovějším členem cytokinové rodiny IL-12, kam dále spadá IL-12, 
IL-23 a IL-27. Jedná se o heterodimery, které jsou produkovány antigen prezentujícími 
buňkami a tvořeny vzájemně sdílenými řetězci alfa (p19/IL-23a, p28/IL-27 a p35/IL-12a) a 
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beta (p40/IL-12b a EBI3/IL-27b) (Collison LW, Vignali DA 2008). IL-35 je tvořen 
konsistentně exprimovaným řetězcem alfa (p35/IL-12a) a inducibilním řetězcem beta 
(EBI3/IL-27b), který je selektivně exprimován. IL-35 se váže na receptor, jenž má dvě 
podjednotky, IL12Rb2 (součást receptoru pro IL-12) a gp130 (součást receptoru pro IL-27), a 
následně dochází k aktivaci signální dráhy STAT1 a STAT4 (Collison LW et al. 2012). Je 
důležité zde zmínit, že naše dřívější práce již popsala potentní profibrotické účinky 
transkripčního faktoru STAT4 prostřednictvím aktivace a proliferace T lymfocytů u 
experimentálních myších modelů SSc, konkrétně kožní fibrózy (Avouac J et al. 2011). 
Dřívější práce demonstrovaly zvýšenou expresi IL-35 u různých nádorových onemocnění 
(např. nemalobuněčný karcinom plic, duktální adenokarcinom pankreatu a kolorektální 
karcinom). IL-35 zde byl popsán jako mediátor nádorové progrese a biomarker progrese a 
špatné prognózy (Zeng JC et al. 2013; Gu X et al. 2014; Jin P et al. 2014). Recentnější studie 
popsaly jeho kontroverzní roli u zánětlivých a autoimunitních onemocnění. Na rozdíl od 
ostatních členů rodiny IL-12, které se řadí mezi imunostimulační cytokiny, patří IL-35 dle 
většiny prací spíše mezi imunosupresivní cytokiny. Několik prací mu připsalo protizánětlivé 
účinky prostřednictvím indukce T-regulačních lymfocytů, regulačních B lymfocytů a 
potlačení proliferace a funkce efektorových T lymfocytů a produkce prozánětlivých cytokinů 
(např. u experimentálních modelů nespecifických střevních zánětů (IBD) a u kolagenem 
indukované artritidy, RA, SLE) (Collison LW et al. 2007; Niedbala W et al. 2007; Collison 
LW et al. 2010; Kochetkova I et al. 2010; Ouyang H et al. 2014; Wang RX et al. 2014). 
Novější práce demonstrovaly spíše jeho prozánětlivou roli u některých zánětlivých 
revmatických onemocnění (např. u Lymeské artritidy, RA, IZM - nepublikovaná data) (Kuo J 
et al. 2011; Thiolat A et al. 2014; Filkova M et al. 2015; Senolt L et al. 2015).  
 
1.2.5. Adiponectin 
Adiponectin (znám taky jako Acrp30, AdipoQ, GBP28 nebo apM1) je členem rodiny 
adipocytokinů a je řazen do tzv. C1q-TNF superrodiny. Jeho struktura sdílí podobnosti s 
kolageny typu VIII a X, komplementárním faktorem C1q a vykazuje rovněž silnou homologii 
s TNF (Shapiro L, Scherer PE 1998). Adiponectin působí přes své membránové receptory 
AdipoR1, AdipoR2 a T-cadherin, které aktivují početné signální dráhy. Ty následně zvyšují 
oxidaci mastných kyselin ve svalech a redukují syntézu glukózy v játrech, snižují 
plazmatickou hladinu glukózy, triacylglycerolů a volných mastných kyselin (Haluzik M 
2005). Na tvorbě adiponectinu se v lidském organismu kromě adipocytů podílejí zánětlivé 
buňky, zejména buňky monocyto-makrofágové linie. Adiponectinu se přisuzují spíše 
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protektivní vlastnosti, je snížen u obézních jedinců, zlepšuje inzulínovou senzitivitu a tlumí 
proces aterosklerózy (Koerner A et al. 2005). Vztah adiponectinu k nádorovým onemocněním 
byl bohatě zkoumán a přesahuje rámec tohoto přehledu. Na základě výsledků recentní 
metaanalýzy však lze zobecnit, že u většiny nádorových onemocnění můžeme detekovat nižší 
cirkulující koncentrace adiponectinu než u kontrolních zdravých jedinců (Wei T et al. 2016). 
Adiponectin má kromě vztahu k metabolizmu význam i při aktivaci zánětu a imunitní 
odpovědi, ovlivňuje vrozený i získaný imunitní systém, tlumí fagocytární schopnost 
makrofágů a snižuje expresi prozánětlivých cytokinů IL-6 a TNF (Tilg H, Moschen AR 
2006). U zánětlivých revmatických onemocnění se adiponectinu přisuzuje spíše prozánětlivý 
účinek. Zvýšené cirkulující koncentrace i lokální exprese a prozánětlivé vlastnosti 
adiponectinu byly demonstrovány v četných studiích zejména u RA, OA a SLE (Abella V et 
al. 2014). Další výzkumné skupiny popsaly potentní antifibrotické účinky adiponectinu 
v experimentálních modelech tkáňové fibrózy. Několik prací prokázalo, že adiponectin tlumí 
proliferaci hepatálních stellátových buněk a jaterní fibrózu (Adachi M, Brenner DA 2008; 
Caligiuri A et al. 2008). Jiné skupiny demonstrovaly, že adiponectin zabránil hypertrofii 
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Smad-dependentní TGF-β signální kaskáda (upraveno podle Varga J, Abraham D 2007). 
Po navázání aktivního TGF-β na TGF-β receptor II. typu dochází k heterodimerizaci a 
aktivaci transmembránové serin-treoninové kinázy TGF-β receptoru I. typu, která 
fosforyluje v cytoplazmě přítomné proteiny Smad2 a Smad3. Ty tvoří komplex se Smad4, 
který je translokován do jádra fibroblastu, váže se na Smad Binding Element-sekvenci 
DNA a společně s transkripčními faktory a kofaktory (např. P300) reguluje expresi 
cílových genů (hlavně komponent ECM).  
Vysvětlivky: TGF-β, transforming growth factor beta; TGFβRII, transforming growth factor beta type II receptor; TGFβRI, 


























Obr. 2  
Smad-nedependentní TGF-β signální kaskáda (upraveno podle Varga J, Abraham D 
2007). 
Po navázání aktivního TGF-β na TGF-β receptor II. typu dochází k heterodimerizaci a 
aktivaci transmembránové serin-treoninové kinázy TGF-β receptoru I. typu, která 
fosforyluje v cytoplazmě přítomné četné kaskády kináz, které společně s transkripčními 
faktory a kofaktory regulují expresi cílových genů (hlavně složek ECM) v jádře 
fibroblastu. Tyto signální cesty mohou interagovat se Smad-dependentní signální 
kaskádou i působit zcela nezávisle.  
Vysvětlivky: TGF-β, transforming growth factor beta; TGFβRII, transforming growth factor beta type II receptor; TGFβRI, 
transforming growth factor beta type I receptor; TAK1, TGF-β activated kinase 1; TAB1/2, TAK1-binding protein 1/2; p38, p38 a JNK 
(c-Jun N-terminal kinase) jsou MAPKs (mitogen-activated protein kinases); MEK, mitogen-activated protein kinase kinase; ERK1/2, 
extracellular-signal-regulated kinases; Elk-1, E twenty-six (ETS)-like transcription factor 1; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinases; 
PAK2, p21-activated kinase 2; c-Abl, cytoplasm-Abelson tyrosine kinase; Akt/PKB, protein kinase B; ROCK, Rho-associated, coiled-
coil containing protein kinase 1; AP-1, acivator protein 1; EGR-1, early growth response 1; SP1, specificity protein 1; p300, E1A 








Koncentrace Hsp90 v plazmě zdravých jedinců (ZK, n=85), pacientů se systémovou 
sklerodermií (SSc, n=92), s kožně limitovanou formou (lcSSc, n=54) a s kožně difúzní 














Pozitivní korelace plazmatického Hsp90 s C-reaktivním proteinem (CRP) a s rozsahem a 
závažností kožního postižení (hodnoceno dle modifikovaného Rodnanova kožního skóre, 
















 Obr. 5  
Negativní korelace plazmatického Hsp90 s hodnotami plicních funkčních testů (FVC, 









Obr. 6  
Koncentrace S100A4 v séru zdravých jedinců (ZK, n=20), pacientů se systémovou 
sklerodermií (SSc, n=33), s kožně limitovanou formou (lcSSc, n=25) a s kožně difúzní 

















Pozitivní korelace sérového S100A4 s rozsahem a závažností kožního postižení 
(hodnoceno dle modifikovaného Rodnanova kožního skóre, mRSS) a s aktivitou nemoci 
(hodnoceno pomocí EUSTAR skóre aktivity SSc). 
 
Obr. 8  















Hypotéza habilitační práce je rozdělena podle studovaných témat na pět hlavních části. První 
část se opírá o studie zabývající se výzkumem Hsp90 u nádorových, zánětlivých a 
autoimunitních onemocnění. Hsp90 je považován za molekulu regulující angiogenezi, 
invazivní růst, apoptózu a tvorbu metastáz u nádorových onemocnění a zánět u některých 
autoimunitních revmatických onemocnění.  Druhá část hypotézy této práce vychází z prací 
zkoumajících roli S100A4 v progresi nádorového bujení a tvorbě nebo šíření metastáz u 
nádorových onemocnění, prozánětlivou roli u některých autoimunitních revmatických 
onemocnění a roli mediátora experimentální tkáňové fbrózy. Ve třetí části vychází hypotéza 
ze studií zabývajících se významem Trb3 jako regulátora buněčné proliferace, diferenciace, 
apoptózy a metabolismu kolagenu. Čtvrtá část hypotézy vychází z prací zkoumajících význam 
IL-35 jako mediátora nádorové progrese a prací, které mu připisují buď prozánětlivou nebo 
protizánětlivou roli u experimentálních modelů některých autoimunitních revmatickcýh 
onemocnění. Poslední pátá část hypotézy se opírá o studie prokazující roli adiponectinu jako 
prozánětlivého mediátoru u zánětlivých revmatických onemocnění a antifibrotickou molekulu 
v experimentálních modelech tkáňové fibrózy. 
Předpokládali jsme proto, že vybrané molekuly by mohly mít vztah k patogenezi a k aktivitě 
systémové sklerodermie, vzácného revmatického autoimunitního onemocnění, u kterého má 
dominantní roli vaskulopatie, aktivace imunitního systému, zánět a fibróza. 
 
3. CÍLE PRÁCE 
Cílem této habilitační práce je objasnit význam vybraných molekul (Hsp90, S100A4, Trb3, 
IL-35 a adiponectinu) u systémové sklerodermie. 
 
Specifické cíle: 
A. Zjistit expresi těchto molekul v kůži a izolovaných dermálních fibroblastech od pacientů 
se systémovou sklerodermií  a od kontrolních zdravých jedinců. 
B. Zjistit roli těchto molekul při aktivaci dermálních fibroblastů produkujících nadbytečné 
množství složek extracelulární matrix vedoucí  ke tkáňové fibróze. 
C. Zhodnotit antifibrotický potenciál inhibice vybraných molekul pomocí in vitro 
experimentů. 
D. Potvrdit antifibrotické účinky utlumení vybraných molekul in vivo pomocí 
experimentálních myších modelů systémové sklerodermie. 
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E. Analyzovat extracelulární koncentrace vybraných molekul v periferní krvi pacientů se 
systémovou sklerodermií a zdravých jedinců a zhodnotit jejich vztah k aktivitě nemoci, k 
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4.1. Význam experimentálních zvířecích modelů při studiu patogeneze systémové 
sklerodermie 
Souhrn: 
Etiologie SSc je stále neobjasněna, přestože jsou již delší dobu známé asociace mezi 
některými vnějšími vlivy (např. sloučeniny křemíku, organická rozpouštědla) a rozvojem SSc. 
Možnost bioptického odebrání vzorků postižené tkáně, hlavně pomocí kožní biopsie, přispěla 
velkou mírou k objasnění patogeneze tohoto onemocnění. Materiál z kožních biopsií umožnil 
zhodnocení charakteristických histopatologických nálezů, analýzu genové a proteinové 
exprese, epigenetických modifikací a signálních drah zkoumaných molekul. Potenciální 
význam těchto kandidátních molekul musí však být vždy nejprve testován a následně 
potvrzen, než dojde k jejich léčebnému využití u SSc. Pro tyto účely lze použít in vitro 
experimenty na tkáňových anebo buněčných kulturách izolovaných z bioptovaných tkání 
pacientů se SSc a zdravých jedinců anebo in vivo experimenty za pomoci zvířecích 
experimentálních modelů SSc. V současnosti existuje celá řada zvířecích modelů SSc, 
nicméně žádný z nich nenapodobuje kompletní rozsah patologických procesů a klinických 
manifestací SSc. Experimentální zvířecí modely pomáhají objasnit určité patologické 
mechanismy a napodobují jen určité aspekty SSc. Každý model má však své výhody i 
nevýhody. Výběr vhodných zvířecích modelů musí být tedy pro analýzu cílových genů a 
kandidátních molekul terapie předem důkladně zvážen. V budoucnu může vést kombinace 
genetických a indukčních strategií k vytvoření experimentálních modelů, které přesněji a do 
větší míry napodobí SSc u lidí a mohou tak vést k objasnění podstatných patomechanizmů a 
v ideálním případě i k objevení univerzální účinné terapie SSc. Stávající modely však již nyní 
významně přispěly k preklinickému testování několika dostupných biologických preparátů 
(např. inhibitory TNF-α, IL-6, CD20) a malých molekul (např. imatinib mesylát, riociguat), 
z nichž některé dosáhly slibných výsledků v prvních klinických hodnoceních a mohly by 
přinést lepší vyhlídky pacientům s touto dosud neléčitelnou nemocí. 
 
 
Seznam publikací k tématu: 
1. STORKANOVA, Hana, Michal TOMCIK. Animal models of systemic sclerosis. In: 
RADIC, Mislav. Systemic sclerosis. Split: InTech, 2017. ISBN 978-953-51-5045-9. 




4.2. Význam proteinu tepelného šoku 90 (Hsp90) v patogenezi systémové 
sklerodermie 
Souhrn výsledků: 
Předchozí práce prokázaly, že chaperon Hsp90 je nezbytný pro stabilizaci mnoha receptorů, 
protein-kináz a transkripčních faktorů, které regulují řadu biologických procesů důležitých 
pro růst a přežití nádorových buněk, ale i pro regulaci tkáňové fibrózy (jako např. TGF- 
receptor a Src kinázy). Recentnější práce demonstrovaly, že se Hsp90 podílí i na prezentaci 
antigenu a aktivaci vrozené imunitní odpovědi. Zvýšená exprese Hsp90 byla popsána u 
některých revmatických onemocnění, např. v PBMC pacientů s vyšší aktivitou SLE a ve 
svalové tkáni a v plazmě pacientů s IZM (naše nepublikovaná data). Naše práce měla za cíl 
prozkoumat roli Hsp90 u SSc pomocí analýzy exprese Hsp90 v kůži a dermálních 
fibroblastech od pacientů se SSc a od zdravých kontrol a v experimentálně navozené 
fibrotické kůži myších modelů SSc. Dalším cílem bylo zhodnotit antifibrotické účinky 
inhibitoru Hsp90 (17-DMAG, alvespimycinu) pomocí in vitro a in vivo experimentů. Poprvé 
jsme prokázali zvýšenou expresi Hsp90 na mRNA i proteinové úrovni jak v postižené dermis 
pacientů se SSc, tak i ve fibroblastech z ní izolovaných, tak i v experimentálně navozené 
fibrotické kůži 3 různých myších modelů SSc. Demonstrovali jsme, že inhibice Hsp90 
pomocí 17-DMAG účinně tlumí stimulační efekt hlavního profibrotického cytokinu TGF- a 
brání aktivaci fibroblastů a produkci kolagenu. Antifibrotické účinky inhibice Hsp90 z in vitro 
experimentů jsme následně potvrdili in vivo na třech různých experimentálních myších 
modelech SSc (i. AdTBR model s aktivovanou signální dráhou TGF-; ii. bleomycinem 
indukovaná kožní fibróza, iii. Tight skin-1 (Tsk-1) model), které napodobují různé aspekty 
patogeneze SSc u lidí: výraznou aktivaci profibrotické signální dráhy (i), časnou zánětlivou 
fázi (ii) a pozdnější fibrotickou fázi nezávislou na zánětu (iii). Na základě výsledků naší 
studie jsme se rozhodli zhodnotit roli Hsp90 coby potenciálního biomarkeru SSc, stanovit 
jeho koncentrace v plazmě pacientů se SSc a zdravých jedinců se srovnatelným věkem a 
pohlavím a zanalyzovat asociace naměřených hodnot s klinickými parametry a s aktivitou 
nemoci (nepublikovaná data). Nalezli jsme zvýšené plazmatické koncentrace Hsp90 u 
pacientů se SSc (obr. 3), zejména u pacientů s vyšší zánětlivou aktivitou a s větším rozsahem 
a závažností kožního postižení (obr. 4), ale i u pacientů s výraznějším intersticiálním plicním 
postižením (obr. 5). V současnosti probíhá analýza plazmatického Hsp90 u pacientů se SSc 
s intersticiálním plicním postižením léčených intravenózními pulzy cyklofosfamidu 
(nepublikovaná data). Práce jiných výzkumných skupin z posledních 3 let potvrdily 
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profibrotickou roli Hsp90 i u dalších tkáňových fibróz – např. u idiopatické plicní fibrózy 
(Sibinska Z et al. 2017; Sontake V et al. 2017), myokardiální fibrózy (Garcia R et al. 2016) a 
jaterní fibrózy (Abu-Elsaad NM et al. 2016). Vzhledem k pokrokům ve vývoji nových tříd a 
syntetických malých molekulových inhibitorů Hsp90 s vyšší účinností a nižší toxicitou 
používaných v 11 probíhajících studiích a desítkách již ukončených klinických hodnocení u 
solidních tumorů a v hematoonkologických indikacích (www.clinicaltrials.gov) by mohly 
naše výsledky přispět k zahájení klinické studie s inhibitorem Hsp90 i u některého 
z fibrotických onemocnění, konkrétně i SSc.  
 
Seznam publikací k tématu: 
2. Tomcik M, Zerr P, Pitkowski J, Palumbo-Zerr K, Avouac J, Distler O, Becvar R, Senolt 
L, Schett G, Distler JH. Heat shock protein 90 (Hsp90) inhibition targets canonical TGF-β 
signalling to prevent fibrosis. Ann Rheum Dis. 2014 Jun;73(6):1215-22.  
 
Publikace o roli Hsp90 jako nového potenciálního biomarkeru u systémové sklerodermie 
je ve stadiu přípravy. 
 
4.3. Význam S100A4 v patogenezi systémové sklerodermie 
Souhrn výsledků: 
Četné dřívější práce prokázaly zvýšenou expresi S100A4 u různých nádorových onemocnění 
a přímou souvislost s frekvencí tvorby metastáz a se zvýšenou mortalitou. Mezi popsané 
mechanizmy metastatické progrese indukované proteinem S100A4 patří regulace buněčné 
motility, invaze, adheze, angiogeneze, buněčné smrti a epiteliálně-mezenchymální tranzice 
(EMT). V poslední dekádě se objevilo mnoho prací, které dávají S100A4 do souvislosti 
s četnými nenádorovými onemocněními, např. fibrózou plic, jater, retroperitonea a ledvin, 
hypertrofií a fibrózou myokardu, psoriázou, ale i se zánětlivými revmatickými onemocněními 
jako RA a IZM. Jejich společným jmenovatelem jsou fibróza a zánět, tj. procesy závislé na 
remodelaci tkání, buněčné motilitě a EMT. Cílem naší studie bylo prozkoumat roli S100A4 
při patologické aktivaci fibroblastů u SSc a v modelech experimentální kožní fibrózy. Poprvé 
jsme demonstrovali zvýšenou expresi S100A4 v kůži pacientů se SSc, v SSc fibroblastech i 
v myších modelech experimentální kožní fibrózy způsobem závislým na TGF-β / Smad 
signální dráze. Endogenní zvýšení exprese S100A4 (pomocí plasmidu) anebo exogenní 
stimulace (pomocí rekombinantního S100A4 proteinu) indukovaly v klidových normálních 
fibroblastech aktivovaný fenotyp a produkci kolagenu. Snížení exprese S100A4 (pomocí 
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siRNA) nebo jeho kompletní deficit (ve fibroblastech z knock-out myší) naopak utlumili 
profibrotické účinky TGF-β a potlačili tvorbu kolagenu. S100A4 knock-out myši byly 
uchráněny před rozvojem experimentální kožní fibrózy indukované bleomycinem 
(napodobující časnou zánětlivou fázi SSc) i u Tsk-1 myšího modelu (imitujícího pozdní 
fibrotickou fázi SSc nezávislou na zánětu). Antifibrotické účinky inaktivace S100A4 v obou 
experimentálních modelech byly zprostředkované inhibicí TGF-β / Smad signální kaskády. 
Dle výsledků naší práce jsme následně měli za cíl zhodnotit potenciální využití S100A4 jako 
biomarkeru SSc. Stanovili jsme jeho koncentrace v séru pacientů se SSc a zdravých jedinců se 
srovnatelným věkem a pohlavím a zhodnotili asociace naměřených hodnot s klinickými 
parametry a s aktivitou nemoci (nepublikovaná data). Nalezli jsme zvýšené sérové 
koncentrace S100A4 u pacientů se SSc (obr. 6), zejména u pacientů s vyšší aktivitou nemoci a 
s větším rozsahem a závažností kožního postižení (obr. 7), ale i u pacientů se zhoršenými 
funkčními parametry při výraznějším intersticiálním plicním postižení (obr. 8). V současnosti 
rovněž probíhá analýza sérového S100A4 u pacientů se SSc s intersticiálním plicním 
postižením léčených intravenózními pulzy cyklofosfamidu (nepublikovaná data). Vzhledem 
k tomu, že možnosti inhibice S100A4 jsou v posledních letech aktivně zkoumány na 
preklinické úrovni u nádorových onemocnění (např. anti-S100A4 monoklonální protilátky, 
anti-S100A4 peptidy, nespecifické inhibitory S100A4 – např. niclosamid, calcimycin) (Sack 
U et al. 2011; Grum-Schwensen B et al. 2015; Naiya G et al. 2015; Stewart RL et al. 2016) a 
hodnoceny i naší skupinou u experimentálního modelu RA (anti-S100A4 monoklonální 
protilátky - nepublikovaná data), mohl by se S100A4 protein stát kandidátní molekulou nové 
antifibrotické terapie. 
 
Seznam publikací k tématu: 
3. Tomcik M, Palumbo-Zerr K, Zerr P, Avouac J, Dees C, Sumova B, Distler A, Beyer C, 
Cerezo LA, Becvar R, Distler O, Grigorian M, Schett G, Senolt L, Distler JH. S100A4 
amplifies TGF-β-induced fibroblast activation in systemic sclerosis. Ann Rheum Dis. 
2015 Sep;74(9):1748-55. 
 
Publikace o roli S100A4 jako nového potenciálního biomarkeru u systémové sklerodermie 





4.4. Význam Tribbles homologue 3 (Trb3) v patogenezi systémové sklerodermie 
Souhrn výsledků: 
Dřívější práce popsaly, že Trb3 je pseudokináza, která reguluje prostřednictvím protein-
proteinových interakcí několik klíčových proteinkináz (např. Akt, Smad3) a transkripčních 
faktorů (např. ATF4, CHOP a NF-κB), čímž reguluje zásadní biologické procesy jako 
buněčnou smrt a diferenciaci, zánět a degradaci proteinů. Zvýšená exprese Trb3 byla popsána 
u několika nádorových onemocnění, u kterých koreluje s horší prognózou. Novější studie 
demonstrovaly zvýšenou expresi Trb3 u renální a kardiální fibrózy u zvířecích 
experimentálních modelů diabetes mellitus.  Zvýšená exprese Trb3 byla rovněž nalezena 
v chondrocytech pacientů s osteoartrózou. Cílem naší studie bylo prozkoumat roli Trb3 
v aktivaci fibroblastů a v produkci kolagenu, analyzovat expresi Trb3 v SSc kůži, v 
dermálních fibroblastech a ve fibrotické kůži u myších experimentálních modelů a zhodnotit 
antifibrotické účinky inhibice Trb3 in vitro a in vivo. Poprvé jsme detekovali zvýšenou 
expresi Trb3 v SSc kůži, konkrétně v aktivovaných fibroblastech, a potvrdili zvýšenou expresi 
Trb3 i v experimentálně navozené fibrotické myší kůži. Zjistili jsme, že hlavní profibrotický 
cytokin TGF-β indukuje expresi Trb3 způsobem závislým na Smad3 a že zvýšení Trb3 
(navozeno pomocí plasmidu) pak dále potencuje aktivaci signální dráhy TGF-β / Smad, 
aktivaci fibroblastů a produkci kolagenu. Patologickou aktivaci signální kaskády TGF-β / 
Smad jsme utlumili pomocí inhibice Trb3 (prostřednictvím siRNA), což vedlo k potlačení 
aktivace fibroblastů a produkce kolagenu in vitro a k redukci experimentálně navozené kožní 
fibrózy u dvou myších modelů in vivo (i. bleomycinem indukovaná fibróza reprezentující 
časnou zánětlivou fázi SSc; ii. AdTBR model reprezentující perzistentní aktivaci signální 
dráhy TGF-β  nezávislou na zánětu). Inhibice Trb3, která měla významné antifibrotické 
účinky jak in vitro, tak in vivo, bylo dosaženo pomocí siRNA. Použití siRNA k selektivnímu 
utlumení klíčových genů, které hrají zásadní roli např. v rozvoji a progresi tumorů, je 
atraktivním terapeutickým cílem nejen u nádorových onemocnění. Zásadní limitací tohoto 
konceptu v podmínkách in vivo obecně je však jejich vysoká degradabilita, velikost molekuly 
a negativní náboj. V naší studii jsme vzhledem k nedostupnosti knock-out myší nebo 
specifického inhibitoru použili systém navázané anti-Trb3-siRNA s atelokolagenem, který 
redukuje zmíněné limitace. Vzhledem k recentnímu velkému pokroku v oblasti vývoje 
aplikačních systémů siRNA in vivo (jako např. konjugáty siRNA s cholesterolem, N-
acetylgalaktosaminem nebo tokoferolem) a nanočástic, které mohou sloužit jako tzv. 
nanonosiče siRNA (Asami Y et al. 2016), by se inhibice Trb3 mohla stát atraktivním cílem 
antifibrotické terapie. 
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  Seznam publikací k tématu: 
4. Tomcik M, Palumbo-Zerr K, Zerr P, Sumova B, Avouac J, Dees C, Distler A, Becvar R, 
Distler O, Schett G, Senolt L, Distler JH. Tribbles homologue 3 stimulates canonical 
TGF-β signalling to regulate fibroblast activation and tissue fibrosis. Ann Rheum Dis. 
2016 Mar;75(3):609-16.  
 
4.5. Význam interleukinu (IL)-35 u pacientů se systémovou sklerodermií 
Souhrn výsledků: 
IL-35 je nejnovějším členem cytokinové rodiny IL-12, kam dále patří IL-12, IL-23 a IL-27. 
Dřívější práce demonstrovaly zvýšenou expresi IL-35 u různých nádorových onemocnění a 
byl popsán jako mediátor nádorové progrese a biomarker progrese a špatné prognózy. Novější 
studie popsaly jeho ambivalentní roli u zánětlivých a autoimunitních onemocnění. Několik 
prací mu připsalo protizánětlivé účinky prostřednictvím indukce T-regulačních lymfocytů a 
inhibice efektorových T lymfocytů (např. u experimentálních modelů IBD a kolagenem 
indukované artritidy, RA, SLE) a novější práce spíše prozánětlivou roli (např. u Lymeské 
artritidy, RA, IZM). Další studie popsaly, že receptor pro IL-35 aktivuje signální dráhu 
STAT1 a STAT4. Naše dřívější práce již popsala potentní profibrotické účinky transkripčního 
faktoru STAT4 prostřednictvím aktivace a proliferace T lymfocytů. Cílem naší studie bylo 
zhodnotit expresi IL-35 v SSc kůži a dermálních fibroblastech, analyzovat jeho roli v aktivaci 
fibroblastů, stanovit jeho koncentrace v séru pacientů se SSc a kontrolních zdravých jedinců 
se srovnatelným věkem a pohlavím a charakterizovat asociace naměřených hodnot 
s klinickými parametry specifickými pro SSc. Poprvé jsme demonstrovali zvýšenou expresi 
obou podjednotek IL-35 (EBI-3 i p35) v SSc kůži i v dermálních fibroblastech, jak na mRNA, 
tak na proteinové úrovni. IL-35 byl v SSc kůži zvýšeně exprimován zejména fibroblasty, 
aktivovanými fibroblasty a buňkami perivaskulárního zánětlivého infiltrátu v dermis. Dále 
jsme zjistili, že hlavní profibrotický cytokin TGF-β indukuje expresi IL-35 a jeho zvýšení 
(exogenně pomocí rekombinantního proteinu IL-35) posléze vede k aktivaci fibroblastů a k 
produkci kolagenu v závislosti na dávce rekombinantního IL-35. Detekovali jsme rovněž 
zvýšenou expresi IL-35 v séru pacientů se SSc, zejména v časné fázi nemoci a u pacientů 
s kapilaroskopickým nálezem charakteristickým pro časnou fázi mikrovaskulopatie u SSc. 
V současnosti rovněž probíhá analýza sérového IL-35 u pacientů se SSc s intersticiálním 
plicním postižením léčených intravenózními pulzy cyklofosfamidu (nepublikovaná data). Ve 
stejném roce byla publikována práce brazilských autorů, kteří rovněž demonstrovali zvýšené 
sérové koncentrace IL-35 u SSc a navíc i jejich asociaci s plicní fibrózou (Dantas AT et al. 
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2015). Práce jiných výzkumných skupin potvrdily zvýšenou expresi všech dalších cytokinů 
rodiny IL-12 v séru pacientů se SSc a jejich asociaci s renální vaskulopatií (u IL-12), 
s trváním nemoci (u IL-23), plicní fibrózou (u IL-23, IL-27) a rozsahem kožní fibrózy (u IL-
27) (Sato S et al. 2000; Komura K et al. 2008; Yoshizaki A et al. 2011). Vzhledem ke 
kontroverzním nálezům (protizánětlivá versus prozánětlivá role) z dosavadních studií 
zkoumajících roli IL-35 u zánětlivých a u autoimunitních onemocnění a současným 
limitovaným možnostem terapeutického ovlivnění IL-35 v podmínkách in vivo (Guan SY et 
al. 2017) bude zapotřebí ještě mnoho studií k objasnění významu IL-35 u těchto onemocnění, 
včetně SSc, a významného pokroku ve vývoji anti-IL-35 terapie.  
  
Seznam publikací k tématu: 
5. Tomcik M, Zerr P, Palumbo-Zerr K, Storkanova H, Hulejova H, Spiritovic M, Kodet O, 
Stork J, Becvar R, Vencovsky J, Pavelka K, Filkova M, Distler JH, Senolt L. Interleukin-
35 is upregulated in systemic sclerosis and its serum levels are associated with early 
disease. Rheumatology (Oxford). 2015 Dec;54(12):2273-82. 
 
4.6. Význam adiponectinu u pacientů se systémovou sklerodermií 
Souhrn výsledků: 
Několik prací popsalo protektivní roli adiponectinu u změn spojených s obezitou a 
metabolickým syndromem a jeho protizánětlivé vlastnosti v patogenezi aterosklerózy. 
Pozdější práce naopak prokázaly jeho zvýšenou lokální a systémovou expresi u RA a SLE a 
charakterizovaly adiponectin jako mediátor aktivace zánětu a imunitní odpovědi. Další 
výzkumné skupiny popsaly potentní antifibrotické účinky adiponectinu v modelech jaterní a 
myokardiální fibrózy. Cílem naší práce bylo stanovit koncentrace adiponectinu v séru 
pacientů se SSc a kontrolních zdravých jedinců se srovnatelným věkem a pohlavím a 
charakterizovat asociace naměřených hodnot s klinickými parametry specifickými pro SSc. 
Detekovali jsme numericky nižší, ale statisticky srovnatelné, sérové koncentrace adiponectinu 
u SSc a u zdravých jedinců a jejich negativní korelaci s rozsahem a se závažností kožního 
postižení (hodnoceno podle modifikovaného Rodnanova kožního skóre, mRSS). Pomocí 
regresní analýzy jsme zjistili, že variabilitu naměřených hodnot adiponectinu vysvětlují 
proměnné HDL, mRSS, trvání nemoci a věk (model 1) a CRP, mRSS a věk (model 2). Ve 
stejném období publikovaly další tři výzkumné týmy podobné výsledky – převážně nižší 
exprese ve fibrotické kůži anebo v séru pacientů se SSc, která korelovala s mRSS, s aktivitou, 
závažností a trváním nemoci (Arakawa H et al. 2011; Lakota K et al. 2012; Masui Y et al. 
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2012). Výzkumný tým profesora Johna Vargy pak ve stejném roce demonstroval, že 
adiponectin, který je přímo řízen hlavním regulátorem adipogeneze - PPAR-γ (Peroxisome 
proliferator activated receptor gamma), má potentní antifibrotické účinky zprostředkované 
AMP (adenosinmonofosfátem) a útlumem kanonické Smad signální dráhy (Fang F et al. 
2012). V rámci spolupráce s výzkumným týmem prof. Vargy se následně naše skupina 
podílela na hodnocení terapeutického ovlivnění dráhy PPAR-γ-adiponectin-Smad a jejího 
antifibrotického potenciálu pomocí in vitro experimentů na dvourozměrných kulturách 
dermálních fibroblastů a trojrozměrných tkáňových kožních kulturách a pomocí in vivo 
experimentálních myších modelů SSc. Demonstrovali jsme, že triterpenoid – agonista PPAR-
γ má potentní antifibrotické účinky, jak in vitro, tak in vivo, u obou použitých 
experimentálních modelů kožní fibrózy (i. bleomycinem indukovaná fibróza reprezentující 
časnou zánětlivou fázi SSc; ii. AdTBR model reprezentující perzistentní aktivaci signální 
dráhy TGF-β, nezávislou na zánětu) prostřednictvím utlumení Smad signální kaskády. Naše 
výsledky byly o dva roky později potvrzeny skupinou profesora Yannicka Allanora, která 
prokázala potentní antifibrotické účinky pan-PPAR agonisty (IVA337) na modelu 
bleomycinem indukované kožní fibrózy, aniž by negativně ovlivnil hojení ran. Antifibrotický 
efekt pan-PPAR agonisty byl srovnatelný s účinky selektivního agonisty PPAR-γ v naší práci, 
navíc však byl demonstrován i protizánětlivý účinek (Ruzehaji N et al. 2016). Účinnost 
IVA337 je v současnosti zkoumána u pacientů s kožně difúzní SSc (dcSSc) 
v multicentrickém, randomizovaném, placebem kontrolovaném, dvojitě zaslepeném 
klinickém hodnocení fáze II (tzv. proof-of-concept study), jehož spoluřešitelem bude letos i 
náš ústav. Primárním cílem hodnocení je změna mRSS a sekundárními cíli jsou zejména 
hodnocení plicních funkcí a kvality života. 
 
Seznam publikací k tématu: 
6. Tomčík M, Arima K, Hulejová H, Kuklová M, Filková M, Braun M, Beláček J, Novák M, 
Bečvář R, Vencovský J, Haluzík M, Gay S, Müller-Ladner U, Distler O, Senolt L. 
Adiponectin relation to skin changes and dyslipidemia in systemic sclerosis. Cytokine. 
2012 May;58(2):165-8. 
7. Wei J, Zhu H, Komura K, Lord G, Tomcik M, Wang W, Doniparthi S, Tamaki Z, 
Hinchcliff M, Distler JH, Varga J. A synthetic PPAR-γ agonist triterpenoid ameliorates 
experimental fibrosis: PPAR-γ-independent suppression of fibrotic responses. Ann Rheum 




Výsledky našich vybraných prací objasňují význam několika nových molekul, které dosud 
nebyly u systémové sklerodermie zkoumány, ale u kterých již dřívější práce naznačovaly, že 
by mohly mít vztah k zásadním patologickým procesům v patogenezi SSc – vaskulopatii, 
zánětu a fibróze. Vzhledem k výzkumnému zaměření naší pracovní skupiny a zahraničních 
spolupracovníků je těžištěm našeho výzkumu kožní fibróza u SSc, která má však řadu 
společných charakteristik s tkáňovou fibrózou postihující jiné orgány u SSc (např. plíce, srdce 
a trávicí trakt) anebo u idiopatických orgánových fibróz (Wynn TA, Ramalingam TR 2012). 
Námi demonstrovaná profibrotická role většiny zmíněných molekul (s výjimkou 
adiponectinu) a antifibrotický potenciál jejich inhibice (naopak potenciace u adiponecinu) 
však nelze generalizovat a bude zapotřebí dalších podrobných studií k potvrzení našich 
výsledků na globální úrovni SSc a fibrotických onemocnění obecně. I přes tyto limitace 
věříme, že naše výsledky významně přispěly k obohacení znalostí patogeneze SSc a doufáme, 
že některé ze zmíněných molekul se brzy stanou cílem antifibrotické terapie v klinických 
hodnoceních u pacientů se SSc, jako v případě osy PPAR-γ-adiponectin.  
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